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£QUIVALENT-ABSTRACTS: 

^^ew process is claimed for obtaining and evaluating cell prepns. from liq. media (esp. urine and body fluids) for testi 
or indications of tumours, in which the cells are applied to a transparent microscope slide, fixed, stained, and examin 
md evaluated. The liq. medium is filtered by means of a plastic porous membrane filter having a pore size such as to 
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etain the cells under investigation. The cells are simultaneously or subsequently fixed on the membrane filter, and th 
liembrane filter is converted into a transparent state before or after it is placed on the microscope slide. The cells are 
itained using one or more dye baths after the membrane filter has been converted into the transparent state. 

^ew appts. for carrying out the above process is a prepn. set comprising (a) a disposable syringe with an attachable fi 
mit with a porous plastic membrane filter; (b) a fixing agent for preserving organic cells; (c) a chemical liq. to conve 
he membrane filter into transparent state; (d) a chemical dye batii for staining the organic cells; and (e) a transparent 
;lide to take the membrane filter. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Gewinnung urid '^uswertung van ' 
Zallpraparatsn aua flCssigen Median, Inafaasondere aus Urin 
und anderen K6rperf lOssigkaiten fUr die PrOfung auf Tumor- 
• verdaoht 

PatentanaprOche 

1. Vsrfahran zur Gewinnung und Auswertung von ZellprSparatan 
auB -Piaaslgen Nedien, insbeaondere aus Urln und anderen 
K6rper-Fli3sslgkeltBn -ftlr die PrU-Fung auf Tumorvardacht, 
bei dam die ZeXlen auf einen mikroskoptechniach trans- 
parenten ObJekttrSger aufgetragen, fixlert, zur Sicht- 
barmachung angefarbt, labormSBig untersueht und ausgewer- 
tet warden, daduroh gekannzelohnet, daS' daa f lUeeiga Hg" 
dium mit Hilfe sines poroaen Membranf liters aus Kunst- 
stoff filtrlert wird, wobei das Mambranf ilfcer sine die zu 
prSparlerenden Zellen zurOokhaltende PorengroBe aufweist. 
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glaiohzaltig bzw. ansohllaBend die Fixlerung dar Zellen auf 
dam Mambranf liter erfolgt und dae Membranf liter vor oder nach 
dessen Feetlagung auf dem Objakttrager chemisch in einen trans 
parantan Zuatand uberfuhrt wlrd und dia Zellen vor oder nach 
dam Faatlegan des Membranf 11 tare, Jedoch nach deaaen Ober- 
fOhrung In den transparenten Zuatand, auf dem ObjekttrSger 
in einem Parbsbad bzw, mshreren FSrfaeb8dern optiach aichtbar 
angefSrbt warden. 

2. Vorrichtung zur Durchfuhrung dea Verfahrens nach Anapruch 1, 
gakannzaiohnst durch ain Praparatlonaaet umfaaaend 

- Bine EinwagspritzB CI) mit auf steckbarem Filtervoreatz (3), 
dessen Mambranf liter (4 j aua poraaem Kunststoff gebildet ist, 

- eln Fixlerungsmlttel (9) zur Haltbarkeltmachu ng organiBcher 
Zellen CS), 

- sine chemische Flusaigkeit (103 ziirn OborfUhren dea Plembran- 
fllters (4) In einsn transparanten Zustand, 

- Bin chamiachea Farbebad (11) zum Anfarben der organischen 
Zellen C5) und 

- einen traneparenten ObjekttrSger (6) zur Aufnahme das Mem- 
branf iltera C4). 
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Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzelohnet, 
daB das Msmbranf liter (4) sine PorsngrSBs aufweist, 
die glelch oder klsinar als 8 gm iat. 

Vorrichtung nach einsm der Anspruche 2 Oder 3, daduroh 
gekennzeichnet, daS das Membranf ilter (4) aus Zellu- 
loeeacetat, ZBllulossnitrat odsr Zslluloashydrat be- 
steht. 

Vorrichtung nach einem dsr AnsprCiche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das chemische Mitiel CIO) zur Ober- 
fQhrung des Membranf liters (43 In den transparenten Zu- 
stand auf der Basis von Polypropionat / n-Hexan bzwi 
Isoamylacetat / n-Hexan gebildet lat. 
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Beechrelbung 

Die Erfindung betrifft Qin VerfahrGn zur Gewinnung von Zell- 
■prSparaten aue fiaesigen Medion, insbeeondGre aus Urin und 
anderen K6rp*rflusfiigkBiten fur die PrOfung auf Tumorver- 
dacht, bsi d«fn die Zsllen auf einen mlkroskopteohniach trans- 
parentan ObJakttrSger aufgatragen, fixiert, zur Sichtbar- 
machung angeffirfat, labormSBig untersucht und auegewBrtet war- 
den-.- Oie Erfindung betrifft gleichzeitig eine Vorrlohtung 
zur DurohfQhPung dee Verfahrens, 

Oie biehsr bakannten Mathodan zur Frflherkennung z.B. von Bla- 
. aankrebs alnd umstfindlich, aufwendig und damit sehr teuer, so 
da6 die Voradrge in der Regel nicht durchgefahrt wird. 
Naohtailig bal den bakannten liethodan lat auch, daB die zu 
unterauchandan ZeXlen nicht einwandfrei aus den Kflrperf lussig- 
kelten abgeaondart warden kfinnen. So lat ee z.B. baraita ba- 
kannt, die Urinprobe zu zantrifugieren, Dabei gelangen je- 
dooh neban den eigentllchen zii untersuohanden Zellen auch eine 
Vielzahl von anddren im Urin anthaltanen Subatanzen, wie Kri- 
atalle, in die Probe, die in einem kleinen Probef laaohoheri .hjroh 
ohemisohe Mittel fixiart und demit haltbar gemacht werden. 
Dla mlKroakopiscne unterauchung derartiger Urinp roben arfo lgT 
naoh den Oblichan Labormathoden. Nachteilig iat auch, daB 
aioh derertlge Proban achlecht handhaban lasaen, nicht 
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i-T. ".fidera gut zum Versand geeignet sind und die Zellen der FSul- 
nls unterliegen, so daB sine optimale mikraakopische Auswertung 
nioht mSglich ist. 

Weiterhin ist bekannt, zur Zellgewinnung sog. Cytozsntrif ugsn 
zu verwenden, mit denen die fiassige Probs durch Zentrifugal- 
kraft auf einsn Objekttrager aufgetragen wird. Hierbei sr- 
folgt die Verteilung dsr zu untsrsuchgnden Zellon ungleioh- 
maSig und mit den Zellen auch andere in dsr zu unterauohsnden 
Probe enthaltenen Sto-ffe, so daB keine einwanHfreie Separie- 
rung der zu untersuchenden Zellen mfiglich ist. Derartige Cyto- 
zentrifugen sind fur kleinere Labors zu tsuer und aufwendig. 
Fur die Herstellung solohar PrSparate duroh den Petienten 
selbst, ist diese Methode erst recht ungeeingnet. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, mit einfachen 
Mitteln ein Verfahren und eine Vorrichtung zu schaffen, mit 
dem Insbesondere dee Vorhandenaein von Tumopzellen gaprOft wer- 
den kann und bei dem die Zellen aus flussigen Medien, wie 
Urin Oder andere Korperflussigkeiten, gewonnen werden kfinnen, 
und zwar ao, daB die Zellgewinnung eowobl labormSBig mit dsn 
Ublichen Labormethoden als auch durch die Patienten selbst er- 
folgen kann, und da6 neben einer vereinf achten Handhabung, sinen 
einfachen Versand, auch das Verfahren wlrtachaf tlich tragbar ist. 
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Dlaae Aufeafie wtrd epf indungagamaB daduroti. gelBat. daS das 
flOaalga Madlun. mlt Hilfa slnaa porBaan Nembranfillera aua 
Kunetatoff flltrlert wlrd, wobei daa Men^ranf liter alna die 
2U praparieranden Zellen zurOokhaltande PorengrBBe aufweist, 
ensohll.6and die Plxlerung der Zell.n au.f . den f1e,„branf liter' 
arfolgt und daa Mambranf liter, vor oder nach deasen Featle- 
gung auf dem Objekttragar chemiach in elnen tranaparentan 
Zu.tand Gberfflhrt wlrd und die Zellen vor oder nach dam. Feat - 
lagan des Merabranf Utere Jedooh nach deasen Oberfahrung in 
dan tran.par.nten Zuatand - auf dem ObJekitrSger m einem 
FSrbebad opti.ch aiohtbar angafgrbt und .labormaBlg welter- 
bshandelt und auagewertet werden. 

Ala nembranfllter flnden z.B. eclche auf der Basle von Zellu- 
loaeacatat. Z.lluloaenitrat od.r Z.ll«lo..hydrat V.rwendung. 
Darartlge Membranf liter haben eine aohwan»»rtiga Struktur und 
alnd aufgrund der vlelen Poren und Lufteinschlflase opak. 
Ea hat sich gezelgt. daB die Verankerung der Zellen auf der 
FlltaroberflSche wegen der offenporlgen Struktur beaondars 
gut l.t. .0 d.B di. Zallan auch wahr.nd d.. Elntaueh.n. d.. . 
Filters in das Transparenr^ad auf der OberflSche. haften blei- 
ban u^ i^dl^er teilweiee verankert werden, wenn die schwanx- 
=iWi-ge OUtiK-lur des-Fit iUx.. zueammenbrlchfa und in eine folien- 



fflrmlge transparente Struktur QbarfOhrt wlrd. 



SM 7904 



030067/0109 



- 7 

2928790 

Unte. .'G^terfaehandlung des PrSparates ist zu varstehen, daS 
die Zellen sin Einbettungsmittel erhalten und das PrSparat 
mittels einss Deckglases eingedeckt wird, und zwar ist so- 
wohl die Elndeckung in wasserhaltigen als auch in wasssr- 
freien Median mSglich, Die EinfSrbung kann dabei mit Hilfe 
der in der Labortechnik tiblichen FMrbsautomaten erfolgen, wo- 
bei die Einfarbung z.B. nach der Methods Papanicolaou er- 
folgen kann, die sich insbesondere fur die. Sichtbarmachung 
von Tumorzellen besonders bewahrt hat. Das erf indungsgsmaBs 
Varfahron zur Gewinnung von. ZellprSparaten eignet sich wegen 
seiner Lagerf ahigkeit besonders gut zur Archivierung und 
Dokumantation und zur optimalen Auswertung. Die Auswertung 
kann dabei in der Qblichen Weise viauell mlt HiXfe von Mikro- 
skopen als Einzelauawertung aber auoh in Form einer automa- 
tiachen zytologiaohen Auswertung geschehan, und zwar sowohl 
mit Hilfe von TV-Geraten als auch mit Hilfe der Zytophotome- 
trie automatisch, Diese Untersuchungen kSnnen Im aiohtberen 
Wallenbereich, im UV-Wallenberelch sowie mit Hilfe fluoro- 
metrischer Hessungen erfolgen. 

Urn die Handhabung far die Erstallung des Praparates so einfach 

wie moglich zu gestalten, wird mit Hilfe einer Einwegspritze 

-dAe-Ur-inpr-pba ==lnzdlie_-.SDr4tze-g^2o^a n-.-ain^^ 

auf die Spritze gesteckt und die Urinprohe filtriert. 
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Anschlieaend erfolgt die Entnahme des Membranf alters aus 

Kunststoff aus dem Filtervorsatz und dsssen Befestigung auf ' 
einem transparenten Objekttrager aus Glas oder Kunststoff und 
die Fixlsrung der Zellen auf dem Filter. 

Olesa Verfahrenaschritte aind so einfach, dafi sie nlcht nur 
von jedem Laborgehi If en, sondern auch von Patienten selbst 
durchgefahrt werden kSnnen. Nach AbschluB dieser Ver.fahrens- 
achritte kann das PrSparat in der beschriebenen Weise waiter- 
behandelt bzw. zur Weiterbehandlung an Dienatleistungslabors 
verschickt werdsn. Das erf indungsgemSBe Verfahren ist im Ver- 
gleich zu den eingangs beschriebenen Untersuchungsmetboden 
und Praparationsverfahren relativ einfach und bill;ig. 

Der Erf indungsgedanke ist in einem Ausf uhrungsbeispiel anhand 
der beiliegenden Zeichnung naher erlautert, Dabei zeigen. 
Figt 1 bis 6 in chematischer Darstellung die einzelen Ver- 
fahrensschritte, 

GemSB Fig. 1 wird die Urinprobe 2 mit einer Einwegspritze 1 
aufgenommen und gemaB Fig. 2 mit einem Spritzenvorsatz 3 ver- 
BBhen, wexcner in seinem xnneren ein Hembranf i lter 4 au s~Kunst"^ 
stoff hat, dessen RrengroBe so bemessen ist, daB die in der 
Urinprobe 2 enthaltenen Zellen 5 auf dem Membranf ilter 4 zurQck 
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ilten werden und das gesamte Filtrat 7 separiert wird. 
Das Membranf liter hat z.B. eine PorengrSSe von 8 ym. 

GemSB Fig, 3 wird das aus dem Spritzenvorsatz 3 entnommene 
Membranf liter 4 au-f einen transparenten ObJekttrSger 8 aus 
Glas Oder Kunststoff aufgebracht und festgelegt. Die auf der 
Oberflache dea Membranf liters 4 beflndllchen Zellen 5 war- 
den mit Hilfe eines Fixierungsmittels 9 z.B. Aceton/Alkohol 
in Sprflyform oder flussiger Form haltbar gemj'^ht. Eine geringe 
MengB Fixierungsmittel kann auch in flussiger Form dem Sprltzen- 
satz beigefugt sein, so daB das Fixierungsmittel auch mit Hilfe 
der Elnwegspritze 1 auf das Filter 4 aufgetragen werden kann 
bzw. kann in fester Form auf dem Filter aufgetragen sein. 
Die Praparierung kann bis zu diesem Schritt auch vom Patienten 
selbst erfolgen. 

In dieser PrSparierungsphase ist es mSglich, das PrSparat nach 
Kennzeichnung und Anbringen eines Ident if izierungscodes auf 
dem Postweg oder sonstwie an Untersuohungslabors zu verschicken". 
Wird dieser Weg nicht gewShlt, so erfolgt gemaB Fig. 4 un- 
mlttelbar die labormaBige Weiterbehandlung des Praparates , die 
darin besteht, daB in einem chemischen Bad 10 das Membranfll- 
ter 4 aus Kunststoff in einen transparenten Zustand iiberfOhrt 
wird, der dem des transparenten ObjekttrSgers 8 angeglichen ist. 
Die s^hwammartige Fllterstruktur wird dabel von dem chemischen 
Transparenzbad 10 angelost, wobei die gesamte Fllterstruktur 
in einen f olienf ormlgen, transparenten Zustand ubergeht. 
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AIb Mittel zur Oberfuhrung des Mambranf liters in den trana- 
papenten Zustand eignen sich LSsungen auf der Basis von Pro- 
pylpropionat / n - Hexan bzw. Isoamylacetat / n - Hexan. 

In einem anschlisBenden Farbebad 11 werdsn die auf dam Mem- 
branfilter 4 befindlichen Zellen 5 in herkommlicher Weise so 
angefSrbtj daB sie auf dem tranaparenten Membranf ilter 4 sicht 
bar werdftn. AnschlieBend erfolgt ebenfalls in herkcmrnllcher 
Weise die Eindeckung des Praparates mit Hilfe wasserhaltiger 
Oder auch waasar-Preien Einbettungsmittel und Afadeckung durch 
Bin Deckglae 13. 

Das transparante Membranf ilter 4 llegt planparallel auf dem 
Objekttrager B auf und durch die Eindeckung und das DeckglasIS, 
(auch aus Kunststoff), wlrd eine planparallele, definierte 
optische Ebene geschaffen, damit auch im eutomatischen Eineatz 
zur Auswertung das Mikroskop 12 eine gleichblei bende Einstgl lun 
beibehalten kann. Das Mikroskap 12 kann zur elektroni'Bchen Aus- 
wertung mit einem Scanningtisch verbunden aein und as kSfinen 
andere Psripheriegerate angeschlossenen werden. 

Abweichend von der Fixierungsmethode gemaB Fig. 3 i_st es auch 
moglich, die Zellen 5 des Membranf ilters 4 vor Aufbringan auf 
den ObjekttrSger 6 zu fixleren und die Zellen 5 zwischen der 
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FilterrDcksBite und dam ObjekttrSger einzuschlieBen . Aufgrund 

der guten Planparallelitat des transparenten Filters wird 
auch in diesem Fall elne einwandfreie planparallelG optische 
Bezugsebene geschaffen. 

5 

Als Membranf ilter finden vorzugsweise Filter aua Zgllulose- 
acetat, Zellulosenitrat , Zellulosehydrat Verwendung, welche 
einerseits mit den Chemikalien des Farbebades vsrtragllch 
sind und sich andererseits In sine transparente Form im Trans- 
10 parenzbad 10 uberfUhrGn lassen. 

Das beschrxebene Verfahren zur Gewinnung von Zellpriparaten 
laBt sich auch auf die Falle anwenden, in denen nicht von 
vornhsrein die zu untersuchenden Zellsn in einem fiassigen 
15 Medium enthalten sind. Zum Beispiel kSnnen Abstriche (Gynakologie) 

in einer wassrigen Losung soweit verflussigt warden, daB sie 
sich filtrieren lassen und die Zellen allein oder zumindest mit 
nur geringen Verunreinigungen auf dem Filter zuruckbleibGn. 

20 Die Membranfilter 4 zur Filtration von Tumorzellen aus dem 

Urin haben eine PorengroBe von etwa 6 pm. Die PorengroSe ist 

Jugocl~lTPflmicfrBr~l^-g^ Zellen anzu- 

passen. 
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